








































































































































































































































































































　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　y〔PL1［plus　Alexa　　　　　　　 　　　　　　　　 　　　　　　　　 　　　　　　　　　　　FluOr　647－The cells were then fixed with 1％n）rmaldehyde， and stained with　anti－PSGL－1　antibod
conjugated　anti－mouse　IgG．　Bar，5μm．（B）The　distributions　of　PSGL－1　and　GMI　ganglioside　were　obsel・ved　aRer　the
cross－linking　of　PSGL－1　by　antibodies．　Neutrophils　were　sequentially　treated　with　PLI　lbr　10　min，　anti－mouse　IgG
F（ab’），　fbr　10　min，　and　Alexa　Fluor　488－co司ugated　cholera　toxin　B　subunit　fbr　lO　min　at　4℃．　　　　　　　　 　　　　　　　 　　　　　 　　　　　　　　　　 　　　　　　 　　　　　　　　　　　　　　　 　　　　　　　　 　　　The cells　were　fi　　　 　　　　　 　　x d　with
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Fig．18　Enhancement　of　platelet－neutrophil　microaggregate
　　　fbrmation　by　the　RC　membrane－treated　plasma．
　　　Human plas嬰a　was　treated　with　pieces　of　RC　mem－
　　　branes　at　37　C　fbr　l　hr．　The　recovered　plasma（1：6　di－
　　　hltion）was　mixed　with　heparinized　blood　and
　　　various　nu ber　of　thrombin－activated　platelets．　The
　　　mixture 　incubated　at　37℃fbr　20　min，　and
　　　pla elet－neutrophils　microaggregates　were　stained
　　with　phycoerythrin（PE）－conjugated　anti－P－selectin
　　antibody．　Erythrocytes　were　lysed　with　FACS　lysing
　　　solution， and　the　cell　suspension　was　subjected　to
　　　now　cytometric　analysis，　Neutrophils　were　gated　fbr
　　　fbrward－scatter　versus　side－scatter　plotting．　The
　　　fluorescence　associated　with　neutrophils　was　meas－
　　　ured．　Data　fbr　10，000　cells　were　collected，
そこで好中球一1血小板複合体形成に対する透析膜処理血
漿の影響を検討した。ヘパリン加血液にトロンビン処理
ψL小板を添加し、さらに透析膜処理血1漿を加え、37℃
で20分インキュベートした後、フローサイトメーター
で複合体形成を測定した。その結果、活性化血小板の割
合が低い場合に好中球一血小板複合体形成が促進される
ことが示された（Fig．18）。この結果よりPSGL1のキャッ
プ形成による好中球一血小板複合体形成促進効果は、血
液透析時のような血小板の活性化が低い場合に特に意味
を持つと考えられた。llft液透析の際の白血1球活性化の指
標としては、Mac－1（αMβ2インテグリン）をはじめ
とする接着分子の発現上昇が繁用されているが、透析膜
処理血漿によるPSGL－1のキャップ形成はMac－1の発現
上昇よりも低濃度の血漿で誘導され、血小板との相互作
用を促進しうることから、血小板活性化を介した白血球
の活性化を評価するためにはより高感度な指標となりう
ると考えられる。
　以上より、血液透析における白血球の活性化は透析膜
と血小板の接触により血小板が活性化し、血小板表面で
のP一セレクチンの発現が誘導され、このP一セレクチンを
介して好中球と複合体形成を形成し、好中球の活性酸素
産生が誘導される。その一方で透析膜と血漿の接触によ
り血漿中の補体の活性化が誘導され、これに伴って生じ
るアナフィラトキシンC5aが好中球表面のPSGL－1のキャッ
プ形成を引き起こし、血小板との複合体形成および好中
球の活性化が促進されることが示された（Fig．19）。こ
のように血液透析の際には血小板と補体の活性化が協調
して好中球の活性化を促進するというメカニズムが考え
られる。血液透析膜の生体適合性についてはこれまで補
体の活性化による白血球活性化が主に注目されてきたが、
今回の結果より血小板の活性化を起点とした白血球の活
性化も考慮するべきであると思われる。
　この血液透析に伴う白血球の活性化は、生体適合性の
高い透析膜を使用することで低減できると思われるが、
血管内皮細胞に匹敵する生体適合性を持った透析膜は未
だ開発されていない。そこで現在用いられている透析膜
の生体適合性を向上させることを目的として、透析膜と
の接触による血液細胞の活性化を抑制する薬剤の探索を
試みている。血液透析は週三回、一生にわたって繰り返
される療法であることから、候補となる薬剤は安全性が
確立されており、コストも低ければなおよい。最近、我々
はこの条件を満たす候補物質としてビタミンEを見出し
た。ビタミンEは透析膜とのインキュベートによる血小
板のP一セレクチン発現誘導を抑制し、好中球からの活性
酸素産生も抑制した。この活性酸素産生抑制効果はビタ
ミンEの活性酸素消去作用と血小板の活性化抑制作用の
両方によるものであると考えられる。今後、このビタミ
ンEの効果についてさらに検討するとともに、新たな薬
剤を検索することにより、長期透析合併症を予防する薬
剤を見出したいと考えている。
最後に
　以上、P一セレクチンとそのリガンドPSGL－1を介した
血液細胞の相互作用に関する研究成果を紹介した。今後
はPSGL－1を介したシグナル伝達経路およびインテグリ
ンなど他の接着分子も含めて、接着分子の細胞表面にお
ける局在変化を介した接着調節機構について明らかにし
たい。また長期透析合併症に限らず、生体防御および炎
症性疾患におけるP一セレクチンーPSGL－1相互作用の関
与を明らかにし、P一セレクチンーPSGL－1相互作用を標
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Fig．19　A　model　fbr　platelet－mediated　activation　of　neutrophil8　during　hemodialysis．
的にした医薬の開発につなげたいと．考えている。
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The　blood　cell　interactions　mediated　by　the　adhesion　molecules，　P－selectin　and　P－selectin　glycoprotein　ligand－1（PSGL－1）
Saotomo　ITOH
Department　of　Toxicology，　Hoshi　University　School　of　Pharmacy　and　Pharmaceutical　Sciences，　Tokyo，　Japan
　　　P－selectin　is　a　member　of　the　selectin　fごmily　of　adhesion　molecules．　This　molecule　is　expressed　on　activated　endothe’
1ial　cells　and　platelets，　and　mediates　adhesion　of　these　cells　to　leukocytes　via　interaction　between　P－selectin　and　a
counter　ligand　on　the　leukocyte　cell　surfごce，　designated　as　P・selectin　glycoprotein　ligand－1（PSGL1）．　The　adhesion　of
these　cells　is　considered　to　be　responsible　Ibr　the　recruitment　of　leukocytes　to　inflammatory　tissues　and　hemorrhagic
sites．　The　ligation　of　P－selectin　and　PSGI．－1　induces　activation　of　leukocytes　including　production　of　reactive　oxygen　spe－
cies　and　cytokines．　The　interaction　is　thus　likely　to　regula七e　leukocyte　f、mctions．　In　this　study，　our　research　group　exam－
ined　the　alteration　of　intracellular　distribution　of　PSGL－1　a庇er　chemokine　stimulation　of　neutrophils　and　its　relevance
to　cellular　fUnctions，　and　also　assessed　the　pathophysiological　significance　of　the　leukocyte－platelet　interaction，　especially
potential　involvement　in　hemodialysis・associated　complications．　The　results　are　summarized　as　fbllows：1）PSGL－1　was
redistributed　to　one　end　of　the　cell　to　fbrm　a　cap－like　structure　in　chemokine－treated　neutrophils．　Several　cell　adhesion
molecules　have　been　reported　to　be　distributed　in　cholesterol－enriched　intramembranous　domain（lipid　microdomain），　and
負1nctions　of　the　adhesion　molecules　are　greatly　af丘cted　by　environmental　membrane　lipids．　The　cap－R）rmation　of　PSGL－1
was　fbund　to　require　fbr　the　integrity　of　lipid　microdomains．2）The　cap－fbrmation　of　PSGL－1　up－regulated　neu七rophil－
platelet　microaggregate　fbrmation　and　neutrophil　activation　induced　by　cross－linking　of　PSGL－1．3）During　hemodialysis，
pla七elets　activated　through　the　interaction　with　hemodialysis　membranes　stimulated　neutrophils　to貴）rm　P－selectin－
mediated　microaggregates．4）Anaphylatoxin　C5a　produced　by　the　contact　of　plasma　with　hemodialysis　membranes　in－
duced　the　cap－fbrmation　of　PSGL－1，　and　enhanced　the　neutrophil－platelet　microaggregate　fbrmation．
　　　These　fhdings　suggest　that　the　P－selectin－PSGL－1　interaction　is　modulated　by　distribution　of　these　adhesion　mole－
cules　on　the　cell　surface，　and　is　involved　in　the　regulation　of　blood　cell　cross－talk　which　is　responsible　fbr　the　pathogene－
sis　of　various　disorders　including　innammatory　and　immunological　processes．
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